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RESUMEN 
 
     En todo el mundo, así como en  Venezuela, el cáncer de cuello uterino está ubicado como la segunda causa 
de muerte en la población femenina. La asociación entre VPH y carcinoma de cuello uterino está bien 
definida, y el riesgo de sufrir de carcinoma epidermoide de cuello uterino asociado a los tipos de alto riesgo, 
principalmente VPH 16, ha sido evidenciado en múltiples trabajos. Con el fin de determinar la prevalencia de 
tres de los tipos de VPH de alto riesgo más frecuentes en el  mundo, en la población que atiende el Hospital 
Central Antonio María Pineda de Barquisimeto (HCAMP), se realizó el presente estudio en 54 biopsias de 
archivo del Servicio de Anatomía Patológica del HCAMP con diagnóstico de carcinoma invasor de cuello 
uterino. Por medio de la  técnica de PCR se analizó en cada muestra la presencia de ADN de los tipos de 
VPH 16, 18 y 31. Los resultados mostraron que el 96,3% de las muestras fueron positivas a la detección de 
VPH. De ellas, el 75,93% fueron tipificadas como VPH 16, 3,70% de VPH 18 y 1,85% de VPH 31. El 14,82% 
de las muestras pertenecen a un genotipo diferente a los estudiados. Los resultados coinciden con otros a nivel 
mundial, donde el VPH de alto riesgo tipo 16 es el más frecuente asociado a cáncer de cuello uterino. Se 
concluye sobre la necesidad de implementar técnicas moleculares para la tipificación de VPH en nuestra 
región que ayuden al diagnóstico y posterior manejo de las pacientes infectadas con el virus.  
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ABSTRACT 
 
     Worldwide, as well as in Venezuela, the cervical cancer is located as the second cause of death in the 
women population. The association between VPH and cervical carcinoma is very strong, and the risk of 
suffering squamous cell cervical carcinoma associated to high risk types, mainly HPV 16, it has been 
evidenced in multiple works. With the purpose of determining the prevalence of three more frequent high-risk 
HPV types in the world, in the population treated at the Hospital Central Antonio María Pineda at 
Barquisimeto (HCAMP), we were carried out the present study in which the presence of DNA of the HPV 
types 16, 18 and 31was detected in 54 Paraffin-embedded biopsies of the Department of Pathological 
Anatomy of the HCAMP with a confirmed histological diagnosis of invasive cervical carcinoma by the PCR 
technique. The results showed that 96,3% of the samples were positive for HPV DNA. Of them, 75,93% 
were typed as HPV 16, 3,70% of HPV 18 and 1,85% of HPV 31. 14,82% of the samples belongs to a 
genotype different to those studied here. The results coincide with others at world level, where the high-risk 
HPV type 16 is the more frequent associated to cervical cancer. We conclude about the necessity to 
implement molecular techniques for the detection and typing of VPH in our region that would help the 
clinical management of the patients infected with the virus.  
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INTRODUCCION 
 
     El Virus de Papiloma Humano (VPH) es una de 
las causas más comunes de enfermedad de 
transmisión sexual tanto en hombres como en 
mujeres en todo el mundo. De hecho en los 
Estados Unidos de Norteamérica (EUA) se 
considera la infección sexualmente transmitida de 
origen viral más común (1). El VPH continúa 
siendo un tópico importante, puesto que las tasas de 
infección parecen continuar incrementando 
rápidamente. 
 
     En el mundo, el carcinoma de cuello uterino es 
la segunda neoplasia más común en mujeres, 
representando alrededor del 12% de cáncer en 
mujeres, causando alrededor de 300.000 muertes 
por año (2). El cáncer de cuello uterino es 
precedido sólo por el cáncer de mama como la 
causa más común de muertes en mujeres en el 
mundo (1). En los países en vías de desarrollo, el 
cáncer de cuello uterino es frecuentemente el cáncer 
más común en mujeres, pudiendo constituir hasta 
un 25% de todas las neoplasias malignas en mujeres 
(3).  
 
     En nuestro país, la cifra de muertes por cáncer 
de cuello uterino registradas desde enero hasta 
octubre de 2002, fue de 1770, lo que la ubica como 
la segunda causa de muerte en la población 
femenina del país (4). En el Estado Lara, el cáncer 
de cuello uterino representa la segunda causa de 
muerte en mujeres, y la primera por cáncer en 
mujeres en el quinquenio 1997-2001.  
 
     La asociación entre VPH y carcinoma de células 
escamosas de cuello uterino es más grande que la 
que existe entre el hábito de fumar y el cáncer de 
pulmón (5). Los investigadores han reconocido 
alrededor de 40 tipos de VPH que son transmitidos 
por contacto sexual e infectan primariamente el 
cuello uterino, vagina, vulva, pene y ano. Entre 
aquellos, cuatro son los más frecuentemente 
encontrados dentro de las células malignas de 
cáncer cervical, siendo el tipo 16 responsable de 
cerca de la mitad de los casos en EUA y Europa, y 
los tipos 18, 31, y 45 de un 25 a 30% de los casos 
(3). En 1995,  el Estudio Biológico Internacional en 
Cáncer Cervical demostró que el 92,9% del cáncer 
cervical de 22 naciones contenían ADN de VPH, 
oscilando entre 75 a 100% (6). Sin embargo 
Walboomers y col. (7),  establecen que el VPH ha 
sido implicado en el 99.7% del carcinoma de células 
escamosas cervicales en todo el mundo. Los 
adenocarcinomas de cuello uterino están también 
relacionados con el VPH, pero la correlación es 
menos pronunciada y es dependiente de la edad (8). 
En mujeres menores de 40 años, el VPH estuvo 
presente en el 89% de los adenocarcinomas, 
mientras en mujeres mayores de 60 años, el VPH 
fue encontrado sólo en un 43%. 
 
     De los tipos de VPH descrito que infectan la 
mucosa anogenital, un grupo de genotipos han sido 
definidos como de alto riesgo oncogénico en base a 
su asociación epidemiológica con el desarrollo de 
carcinoma cervical y a su presencia en lesiones 
precursoras. Estos incluyen los genotipos 16, 18, 31, 
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 70,  73  y  
82  (9-12). Otros genotipos, tales como los 
genotipos 6, 11, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81 y CP6108 
son clasificados como de bajo riesgo oncogénico, ya 
que no están asociados con el desarrollo de 
carcinoma cervical (12, 13), sin embargo, son 
ocasionalmente encontrados en carcinomas 
cervicales (1). 
 
     Han sido reconocidos más de 200 tipos de VPH 
basado en las diferencias genómicas que muestran 
las secuencias de ADN respectivas  (1). La 
clasificación formal de VPH es llevada a cabo 
principalmente por análisis filogenéticos de una 
secuencia de alrededor de 450 pb de la región L1 del 
genoma viral (11, 14) (Fig. 1). 
 
     Ha sido propuesto que la carga viral se 
correlaciona directamente con la severidad de la 
enfermedad. Estudios en los cuales se cuantificó por 
técnicas de biología molecular el tipo específico de 
VPH de alto riesgo 16, 18, 31, 33 y 45, y de bajo 
riesgo 6 y 11, han mostrado que el VPH 16 puede 
alcanzar cargas virales mucho mayores que otros 
tipos y que sólo para éste tipo viral una carga viral 
incrementada se correlaciona con un aumento en la 
severidad de la enfermedad cervical (15, 16). Los 
VPH de alto riesgo oncogénico son capaces de 
inducir tumores malignos aún cuando ellos estén 
presentes en bajos niveles (11). 
     La función de los productos génicos de E6 y E7 
del VPH durante la infección productiva de VPH es 
la de subvertir las rutas regulatorias de crecimiento 
celular y modificar el ambiente celular al dirigir la 
inactivación de las proteínas supresoras de tumor 
p53 y pRB, respectivamente. Así, facilitan la 
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replicación viral en una célula que está 
terminalmente diferenciada y ha detenido el ciclo 
celular. (2, 17). .  El resultado es la estimulación de 
la síntesis de ADN y la proliferación celular. Las 
proteínas E6 y E7 de los VPH de bajo riesgo 
oncogénico no se unen o lo hacen con baja afinidad 
a p53 y a pRB (17).  
 
     Los métodos moleculares basados en la 
detección de ADN de VPH incluyen diferentes 
métodos de hibridización (Hibridización in situ 
fluorescente, hibridización in situ, dot blot, Southern 
blot, captura de híbridos), reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), desde la técnica básica hasta la 
PCR en tiempo real, y hasta recientemente el uso de 
microarreglos de ADN. En la actualidad, los 
ensayos de detección de VPH por ADN validados 
en grandes protocolos de trabajo y estudios 
epidemiológicos son la segunda generación de 
captura de híbridos (HC-2) y la PCR basada en 
métodos empleando iniciadores consenso (18). Los 
tipos de VPH de alto riesgo pueden ser distinguidos 
de otros tipos fundamentalmente por la estructura y 
función de los genes E6 y E7 y de sus productos.  
 
     El ADN de VPH puede ser selectivamente 
amplificado en la PCR en un incremento 
exponencial y reproducible de las secuencias virales 
presentes en los especimenes biológicos. En este 
método se combinan, por una parte la especificidad 
de la unión de los dos cebadores o iniciadores y, por 
otra parte, la sensibilidad que resulta del proceso de 
amplificación. Se considera que la capacidad de 
detección real de la PCR es de 10 copias de ADN 
viral entre 1 millón de células. La sensibilidad y 
especificidad de los métodos basados en PCR puede 
variar, dependiendo principalmente de los 
iniciadores empleados, el tamaño del producto de 
PCR, las condiciones de la reacción y el desempeño 
de la ADN polimerasa utilizada, la región del 
genoma de VPH amplificado y la capacidad de 
detectar múltiples tipos.  
 
     La mayoría de los estudios basados en PCR hasta 
la fecha han utilizado iniciadores dirigidos sobre 
regiones o secuencias consenso del genoma de VPH 
para amplificar un extenso espectro de tipos de 
VPH en una única reacción. Los protocolos más 
ampliamente utilizados emplean iniciadores 
consenso dirigidos contra la región altamente 
conservada del gen de la cápside L1, y son 
potencialmente capaces de detectar todos los tipos 
de VPH que afectan mucosas (Fig. 1).  
 
     La PCR específica está basada en el diseño de 
iniciadores para tipos, subtipos o variantes virales y 
permite ajustar las condiciones de la reacción a 
sensibilidades de fentogramo, con especificidades 
que rondan el 100% (19, 20). Por otra parte, permite 
la realización de análisis de integración viral, carga 
viral, detección de variantes o subtipos virales, 
cuantificación normalizada frente a genes 
constitutivos, etc. (20, 21). Estos ensayos están 
basados en variaciones de secuencia en los genes E6 
y E7 de los tipos de VPH. La sensibilidad de estos 
ensayos está entre 10 a 200 copias  de VPH por 
muestra.  
 
     En el presente trabajo nos hemos planteado 
determinar la prevalencia de VPH de los tipos de 
alto riesgo oncogénico 16, 18 y 31 en muestras con 
diagnóstico de carcinoma invasor de cuello uterino 
de la población que acude al Hospital Central 
Antonio María Pineda de Barquisimeto con el fin de 
aportar datos importantes para manejo futuro de 
esta enfermedad a nivel local. 
 
MATERIALES Y METODOS 
 
Muestras 
 
     Se analizaron 55 biopsias de cuello uterino 
fijadas en formaldehído al 10% tamponado e 
incluidas en parafina del archivo del Servicio de 
Anatomía Patológica Hospital Central Antonio 
María Pineda (HCAMP) con diagnóstico de 
Carcinoma Invasor de cuello uterino, evaluadas en 
el período comprendido entre Enero 2004 y Abril 
2005. Los diagnósticos histopatológicos fueron 
verificados por los Médicos Patólogos EV y RT del 
HCAMP. Las biopsias pertenecen a pacientes del 
área de influencia del HCAMP (Región 
Centroccidental del país), y fueron obtenidas a partir 
de biopsias incisionales, histerectomías y con asa 
LEEP. 
 
     Las muestras de tejido incluido en parafina 
fueron cortadas con micrótomo en cortes de 10 μm 
y colocadas en tubos de microcentrífuga de 1,5 ml 
autoclavados y luego trasladadas al Laboratorio 
Yunis-Turbay del Decanato de Medicina de la 
UCLA para su procesamiento y análisis. 
 
Procesamiento de las muestras 
 
     De las biopsias incluidas en parafina, se 
obtuvieron uno o dos cortes de 10 μm de espesor 
cada uno (dependiendo la cantidad de tejido visible). 
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Los cortes fueron colocados en un tubo nuevo de 
microcentrífuga de 1,5 ml y sometidos al protocolo 
de extracción de ADN genómico con el kit 
Magnesil® Genomic Fixed Tissue según las 
instrucciones del fabricante (Promega). El volumen 
final de cada muestra luego del procedimiento de 
extracción fue de 30 μl. 
 
Reacción de PCR 
 
     Los oligonucleótidos o iniciadores utilizados 
fueron sintetizados por Invitrogen Life 
Technologies (California, EUA). Como control de 
la extracción y calidad e integridad del ADN 
obtenido se emplearon los iniciadores PC04 y 
GH20 que tienen como blanco el gen de β-Globina 
Humana (22) para obtener un producto de 268 pb. 
Las muestras negativas a ésta amplificación fueron 
descartadas del estudio. Con el fin de detectar la 
presencia de ADN de VPH se emplearon 
indistintamente los iniciadores consenso CPI/II y 
GP5+/6+ basados en los genes o marcos abiertos 
de lectura E1 y L1, respectivamente (Fig.  1) (23, 
24). Se emplearon los dos sistemas cuando resultara 
negativo o dudosa la amplificación con el primero 
utilizado. 
 
     Los iniciadores de VPH tipo – específicos para 
la detección de los virus de alto riesgo oncogénicos 
(16, 18 y 31)  utilizados tienen como blanco los 
genes E6/E7 y E4 (19). Se utilizaron también los 
iniciadores para VPH de bajo riesgo oncogénico 6 y 
11, los cuales tienen como blanco los genes L1 y E6 
de VPH, respectivamente (19, 25). Sólo se 
sometieron a detección de VPH tipo – específico 
aquellas muestras que evidenciaran la presencia  de 
ADN viral con los iniciadores CPI/II y/o 
GP5+/6+.  
 
     Para prevenir los resultados falsos positivos la 
extracción del ADN de las muestras, la preparación 
de la reacción de PCR y el análisis de los productos 
por electroforesis se hicieron en ambientes 
físicamente separados. Para monitorear la 
posibilidad de contaminación cruzada se montaron 
controles negativos en todas las reacciones, usando 
como templado, ADN de una biopsia incluida en 
parafina de colon sometida al mismo procedimiento 
de extracción, y agua destilada como control de los 
reactivos. En todas las reacciones de amplificación 
se hicieron controles positivos utilizando ADN 
purificado de plásmidos recombinantes con el 
genoma de VPH 6, 11, 16, 18 y 31. 
 
     La eficacia de la amplificación en tejidos fijados 
con formaldehído e incluidos en parafina está 
inversamente relacionada al tamaño del fragmento a 
ser amplificado (26). Por ello, se seleccionaron de la 
literatura iniciadores para la amplificación de 
fragmentos de menos de 300 pb, con la excepción 
de VPH 16, para el cual se emplearon los 
iniciadores VPH16F1/R1 que originan un producto 
de 499 pb. Por ello, se adicionó el uso de los 
iniciadores VPH16F2/R2 que tienen como blanco 
una región de 119 pb (19) para aquellas muestras 
positivas a los iniciadores de VPH consenso, y 
negativos preliminarmente a VPH 16, ante el uso de 
iniciadores VPH16F1/R1. 
 
     Todas las reacciones se hicieron en un volumen 
final de 25 μl que incluían 2 μl de la muestra 
conteniendo el ADN. La reacción para los 
iniciadores genéricos GP5+/6+ fue llevada a cabo 
con 3 mM de MgCl2, 20 mM Tris-HCl pH 8,4, 50 
mM KCl, 0,2 mM de cada nucleótido trifosfato, 25 
pmol de cada iniciador y 1,75 unidades de Taq ADN 
polimerasa (Invitrogen Life Technologies). Para los 
iniciadores CPI/II se utilizaron las mismas 
condiciones, excepto por contener 20 pmol de CPI 
y 25 pmol de CPII. Para el caso de las reacciones 
con los iniciadores específicos para los tipos de 
VPH 6, 11, 16, 18 y 31 y para β-globina humana las 
reacciones se llevaron a cabo con 1,5 mM de MgCl2 
y 10 pmol de cada oligonucleótido. La PCR 
específica para los tipos de VPH 6 y 11 se realizó 
con la mezcla de cada par de iniciadores a 10 pmol 
cada uno en una misma reacción. 
 
Electroforesis y visualización de las bandas 
 
     Las reacciones se sometieron a 40 ciclos de 
amplificación en un equipo DNA Thermal Cycler 
(Perkim Elmer) según las siguientes condiciones: 1 
ciclo de 3 min a 94°C, 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 
min a la temperatura de hibridación correspondiente 
para cada par de iniciadores (55°C para CPI/II, 
57°C para β-globina y VPH 6, 11, 16, 18, 31, 40°C 
para GP5+/6+), 90 seg a 72°C, seguido de último 
ciclo de 7 min a 72°C. Posteriormente se tomaron 
12 μl de cada producto de PCR se mezclaron con 
buffer de muestra 6x (azul de bromofenol 0,042%, 
cianol xileno 0,042%, glicerol 5%) y se sometieron a 
electroforesis en geles de agarosa al 1,8% en buffer 
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TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA) a unos 4 V/cm. Al 
finalizar la electroforesis, los geles fueron teñidos en 
solución de Bromuro de Etidio 0,5 μg/ml, y se 
visualizaron las bandas de ADN en un 
transiluminador Fotodyne® de luz ultravioleta a 
302 nm. Los geles fueron digitalizados, y las 
imágenes analizadas con el programa de 
computación Microsoft Photo Editor®. 
RESULTADOS 
 
     El promedio de edad de las pacientes de quienes 
procedían las biopsias fue de 46,65 años, con un 
rango entre 23 y 84 años.  
 
     Sólo una de las muestras presentó resultado 
negativo a la amplificación del fragmento de β – 
Globina Humana, por lo que no se consideró para 
el resto del estudio, bien porque no se extrajo ADN 
o era de mala calidad para la amplificación por PCR.
 
 
 
 Figura 1. Representación esquemática del genoma de VPH. 
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 L1 y L2 son las proteínas mayor y menor de la cápside, respectivamente. Los genes E1 a E7 codifican 
para proteínas involucradas en la replicación y la oncogénesis. LCR: región larga de control. En la parte 
inferior de la figura se observa la Posición relativa en base al genoma de VPH 16 de los iniciadores 
utilizados y productos de amplificación originados en las reacciones de PCR. pb: pares de bases. 
Tomado y modificado de: Jung y col., 2004 
 
     En la figura 2 se ilustran algunos resultados 
positivos a la amplificación por PCR de los blancos 
genómicos caracterizados en este estudio. En el gel 
de agarosa teñido con Bromuro de Etidio, se observa 
para la muestra B47 la amplificación de las bandas de 
VPH 16 de 499 y 119 pb obtenidas con los 
iniciadores VPH16F1/R1 y VPH16F2/R2, 
respectivamente (carriles 3 y 4). En el carril 6, se 
observa el producto de PCR de 172 pb 
correspondiente a la amplificación del blanco de 
VPH 18 en la muestra B16 con los iniciadores 
VPH18F/R. La muestra B45, se consideró positiva 
a VPH 31 (carril 8), ya que se obtuvo el fragmento 
de 153 pb a la amplificación con los iniciadores 
específicos para este tipo (VPH31F/R). 
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Tabla 1. Distribución de las muestras según diagnóstico histológico y detección de VPH tipo 
específico.  Se destacan los tipos histológicos de carcinoma epidermoide diagnosticados en las biopsias. 
Figura 2.  Visualización de productos de PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Geles de agarosa al 1,8% teñidos con Bromuro de Etidio. Carril 1: marcador de peso molecular, escalera de 
100 pb (New England Biolabs). Carriles 2, 3 y 4: muestra B47 amplificada con los iniciadores GP5+/6+, 
VPH16F1/R1 y VPH16F2/R2, respectivamente. Carriles 5 y 6: muestra B16 amplificada con los iniciadores 
CPI/II y VPH18F/R, respectivamente. Carriles 7 y 8: muestra B45 amplificada con los iniciadores CPI/II y 
VPH31F/R, respectivamente. Carril 9: mezcla de ADNs de recombinantes de VPH 6 y 11 amplificados con 
iniciadores VPH6F/R y VPH11F/R 
     
De los 54 carcinomas seleccionados (positivos a β-
Globina Humana), 52 (96,3%) fueron positivos a la 
amplificación con los iniciadores consenso CPI/II 
y/o GP5+/6+, revelando la presencia de ADN de 
VPH.  
 
     Los diagnósticos histológicos y el estatus de 
VPH de las 54 biopsias son mostradas en la tabla 1.  
De entre  los 52 casos positivos a VPH, 51 
(94,44%) fueron diagnosticados como Carcinoma 
epidermoide y 3 (5,56%)  como adenocarcinoma de 
endocervix.  A su vez, los primeros se clasificaron 
como carcinoma de células escamosas o 
epidermoide de células grandes queratinizante 
(CECGQ) (17; 31,48%), carcinoma epidermoide de 
células grandes no queratinizante (CECGNQ) (33; 
61,11%), y carcinoma epidermoide de células 
pequeñas (1; 1,85%) (Fig. 3). Los dos casos 
negativos a VPH fueron caracterizados como 
CECGQ (Tabla 1). Los 3 casos de adenocarcinoma 
de endocervix fueron positivos a VPH (100%).
 
 CECGQ CECGNQ CECP AE TOTAL  
Tipo de VPH Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % 
6 - - - - - - - - - - 
11 - - - - - - - - - - 
16 12 70,59 26 78,79 1 100 2 66,67 41 75,93 
18 - - 1 3,03 - - 1 33,33 2 3,70 
31 - - 1 3,03 - - - - 1 1,85 
Indeterminado 5 29,41 3 9,09 - - - - 8 14,82 
VPH negativo - - 2 6,06 - - - - 2 3,70 
TOTAL 17 100 33 100 1 100 3 100 54 100 
 
 
 
CECGQ: carcinoma epidermoide de células grandes queratinizante. CECGNQ: carcinoma 
epidermoide de células grandes no queratinizante. CECP: carcinoma epidermoide de células 
pequeñas. AE: Adenocarcinoma de endocervix. 
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Figura 3. Distribución de las muestras positivas 
a VPH según el tipo histológico. 
 
 
 
 
 
 
 
CECGQ: carcinoma epidermoide de células grandes 
queratinizante. CECGNQ: carcinoma epidermoide de 
células grandes no queratinizante. CECP: carcinoma 
epidermoide de células pequeñas. AE: Adenocarcinoma 
de endocervix 
 
     La prevalencia total de VPH para todos los casos 
incluidos en el estudio fue de 96,30%, y la 
prevalencia de VPH de alto riesgo oncogénico 
analizados en este trabajo (VPH 16 + 18 + 31) fue 
81,46%. El VPH 16 fue el tipo más frecuentemente 
reconocido (75,93%), tanto de manera global como 
en cada uno de los tipos histológicos considerados 
(CECGQ: 70,59%, CECGNQ: 78,79%, CECP: 
100%, AE: 66,67%), seguido por los tipos 18 
(3,70%) y 31 (1,85%) (Tabla 1, Fig. 4). 
 
     Considerando sólo los carcinomas epidermoides, 
la prevalencia de VPH es de 96,08%, y la de VPH 
tipo 16 está en 76,47%, en el mismo orden de la 
total (Tabla 2). La prevalencia de las muestras no 
tipificadas con las reacciones empleadas en este 
estudio (consideradas como de VPH 
indeterminado) fue de 14,82%.  
 
 
Tabla 2. Distribución de las muestras según diagnóstico histológico y detección de VPH tipo 
específico.  Todos los tipos histológicos de carcinoma epidermoide o de células escamosas fueron agrupados 
como carcinoma epidermoide. 
 
 
Carcinoma 
epidermoide 
Adenocarcinoma 
de endocervix 
TOTAL  
Tipo de VPH 
Nº % Nº % Nº % 
6 - - - - - - 
11 - - - - - - 
16 39 76,47 2 66,67 41 75,93 
18 1 1,96 1 33,33 2 3,70 
31 1 1,96 - - 1 1,85 
Indeterminado 8 1,59 - - 8 14,82 
VPH negativo 2 3,92 - - 2 3,70 
TOTAL 51 100 3 100 54 100 
 
 
 
 
 
Figura 4. Distribución de las muestras según el tipo de VPH detectado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     No se detectó ADN de los tipos de bajo riesgo 
oncogénicos 6 y 11 en ninguna de las muestras. Si 
bien los tipos 6 y 11 de VPH se consideran de bajo 
riesgo oncogénico, en algunos trabajos han sido 
detectados (aunque con menos frecuencia que los 
de alto riesgo) en muestras de lesión intraepitelial de 
alto grado (LIEag) o carcinoma in situ o invasor (19, 
3,70% 1,85% 14,82% 3,70% VPH 16VPH 18
VPH 31
Indeterminado
75,93%   
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20, 27). Tampoco se detectó la presencia de ADN de 
más un tipo de VPH en alguna muestra. 
 
DISCUSION 
 
     El promedio de edad de las pacientes de las cuales 
provenían las biopsias con carcinoma obtenido (46,65 
años) puede ser considerado bajo en comparación 
con el encontrado en naciones desarrolladas. Puede 
que esta situación refleje una tendencia a infección 
por VPH a edades más tempranas, pero sin duda 
habría que considerar otros aspectos o factores que 
intervienen en el desarrollo de cáncer.  
 
     La prevalencia de los tipos de VPH encontrados 
en cáncer cervical muestra variaciones geográficas en 
todo el mundo (6). El Estudio Biológico 
Internacional en Cáncer Cervical mostró al VPH 16 
como el tipo más prevalente en todos los países con 
la excepción de Indonesia, donde el más frecuente 
fue el tipo 18. Los cinco tipos de VPH más 
prevalentes en América Central y del Sur fueron 16, 
18, 45, 31 y 33 (6). 
 
     Clifford y colaboradores (27) publican otro 
estudio internacional para determinar la prevalencia 
de VPH para carcinoma invasor de cuello uterino 
(tanto epidermoide, como adenocarcinoma) 
analizando 10.058 casos. Los tipos de VPH más 
comunes en carcinoma invasor fueron, en orden 
decreciente de prevalencia, VPH 16, 18, 45, 31, 33, 
58, 52, 35, 59, 56, 6, 51, 68, 39, 82, 73, 66 y 70. En 
carcinoma epidermoide, el VPH 16 fue el tipo más 
predominante (46 – 63%) seguido por VPH 18 (10 – 
14%), 45 (2 – 8%), 31 (2 – 7%) y 33 (3 – 5%) en 
todas las regiones excepto Asia, donde los VPH tipo 
58 (6%) y 52 (4%) fueron más frecuentemente 
identificados. En adenocarcinoma, la prevalencia de 
VPH fue significativamente menor (76,4%) con 
respecto a la de carcinoma epidermoide (87,3%), y 
VPH 18 fue el tipo predominante en cada región (37-
41%), seguido de VPH 16 (26 – 36%) y 45 (5 – 7%).  
 
     Otro estudio multicéntrico internacional (12) 
reporta un 90,7% de positividad a la presencia de 
ADN de VPH en 1918 pacientes con cáncer cervical 
estudiadas. En orden decreciente en frecuencia se 
encontraron los siguientes tipos de VPH: 16, 18, 45, 
31, 33, 52, 58, y 35. El tipo 16 fue el más frecuente en 
todas las naciones, con una prevalencia global de 
58,9%, oscilando entre 43,9% en las Filipinas a 72,4% 
en Marruecos. El VPH 18 fue el segundo más 
frecuente, con una prevalencia general de 15,0%, las 
más bajas en España (3,7%) y Colombia (4,4%), y la 
más alta en las Filipinas (27,9%). 
 
     Ciertamente en la frecuencia y distribución de los 
tipos mostrada en este trabajo, para los tipos de 
VPH considerados, es similar a los datos 
presentados en estos grandes estudios 
internacionales. Sin embargo, aún cuando se 
coincide en que VPH 16 es el más frecuente 
encontrado en asociación con carcinoma cervical, la 
frecuencia del mismo es más alta a la observada en 
estos y otros trabajos. Igualmente coincide el VPH 
18 como el segundo tipo más frecuente luego del 
16, con valores similares a los de varios trabajos y 
países. Lógicamente hay que considerar que las 
variaciones en frecuencias obtenidas, al ser 
comparadas con otros trabajos pueden ser 
ocasionadas, en parte por la sensibilidad de los 
métodos empleados y el tipo de muestra analizada. 
Luego, hay que tomar en cuenta la posibilidad de 
variaciones geográficas. 
 
     Revisando la literatura producida en nuestro sub 
– continente, Rabelo – Santos y colaboradores (28) 
reportan para la región central brasileña de Goiâna, 
una prevalencia de VPH 16 para muestras de 
carcinoma epidermoide de 56%, y de 71% si sólo 
consideran las muestras que resultaron positivas a 
VPH. Los mismos autores comparan los resultados 
con los de otras regiones del Brasil, donde se 
destacan prevalencias para VPH 16 entre 43,5% y 
59%. Cabe destacar que en el trabajo de Rabelo – 
Santos y col. (28), obtuvieron 21% de muestras 
negativas a VPH utilizando un solo sistema de 
detección (GP5+/6+).  
 
     En nuestro país, no es abundante la literatura al 
respecto, sobre todo de trabajos similares al aquí 
presentado, utilizando muestras de carcinoma 
invasor de cuello uterino. Sin embargo, vale la pena 
mencionar a Alfonso y col. (29), quienes reportan 
en una muestra de 102 estudiantes universitarias en 
Caracas una prevalencia de VPH de 63,7%, y entre 
éstas de 76,9% de VPH de alto riesgo obtenida por 
PCR. Las muestras obtenidas por citología o 
biopsias presentaron hallazgos histológicos desde 
normal a NIC III. Sin embargo, no discriminan los 
tipos de VPH. Alvarez y col. (30), reportan sobre 48 
mujeres del Estado Aragua con diagnóstico 
citológico e histológico desde normal hasta NIC III, 
una prevalencia de VPH de 79,1%. Los tipos 
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detectados por PCR en orden descendente de 
frecuencia fueron: 11, 33, 6, 45, 16 y 31. Es fácil 
observar, en estos trabajos nacionales, ciertas 
discrepancias en los resultados en cuanto a la 
tipificación de VPH. Si bien es posible adjudicársela a 
diferencias geográficas, es necesario realizar trabajos 
con criterios metodológicos unificados para poder 
establecer mejores conclusiones. 
 
     En este trabajo, solo una muestra tuvo que ser 
descartada del protocolo puesto que no amplificó 
para el control de calidad de ADN de β-globina 
humana. Los especimenes de archivo, los cuales 
incluyen citologías fijadas y tejidos incluidos en 
parafina, constituyen una fuente importante de 
material para estudios epidemiológicos 
retrospectivos. Sin embargo, se sabe bien que el 
tiempo de fijación y el tipo de reactivo empleado en 
el proceso puede afectar considerablemente la calidad 
de los ácidos nucleicos extraídos. Los métodos 
considerados más apropiados para material de 
archivo son la hibridización in situ y la PCR dirigida 
sobre regiones pequeñas o cortas de genes de interés. 
La sensibilidad de estos métodos varía ampliamente, 
pero en general, la PCR es más sensible y 
reproducible (18). 
 
     De las 54 muestras incluidas en el estudio solo dos 
de las muestras (3,70%) resultaron negativas a la 
amplificación de ADN de VPH al utilizar iniciadores 
dirigidos sobre las regiones consenso de L1 
(GP5+/6+) y E1 (CPI/II). La falla en la detección de 
ADN de VPH puede resultar de la ausencia de ADN 
viral en las células de carcinoma, o de un resultado 
falso negativo. El uso de un solo juego de iniciadores 
de PCR para la detección de VPH puede resultar en 
una subestimación de la incidencia de cáncer VPH 
positivo. Esto es debido a que los genes E1 y L1, los 
cuales son los blancos disponibles de los iniciadores 
consenso para la mayoría de los tipos de VPH, no 
son necesariamente retenidos en todos los tumores 
(31). Mientras que los genes E6 y E7, los cuales se 
cree que son conservados en todos los carcinomas 
cervicales ya que su expresión es necesaria para la 
conversión y mantenimiento del estado de 
malignidad (32), son demasiado variables para ser 
detectados con iniciadores consenso. Por lo tanto, las 
pruebas dirigidas sobre E1 y L1, detectarán muchos, 
posiblemente todos, tipos de VPH, pero el blanco no 
siempre está presente. Por otro lado, utilizar como 
blanco los genes E6 y E7, detectará sólo los pacientes 
infectados con un tipo específico de VPH (19). 
Probablemente la alta prevalencia a VPH (96,30%) 
detectada en el presente trabajo se deba al empleo 
de dos juegos de iniciadores (GP5+/6+ y CPI/II) 
dirigidos sobre regiones distintas del genoma de 
VPH. 
 
     El 14,82% (8) de las muestras positivas a VPH 
por los iniciadores consenso no pudieron ser 
tipificadas como de tipo 6, 11, 16, 18 o 31. La 
conclusión inicial es que correspondían a tipos no 
analizados. La posibilidad de falsos negativos para 
iniciadores tipo – específicos es menor a la de los 
iniciadores consenso, y aún menor cuando la PCR 
es positiva con los segundos. Karlsen y col. (1996) 
reportó un límite de detección para los iniciadores 
de VPH 16 utilizados en este trabajo de 126 copias 
de ADN de VPH 16 (1 o 2 copias por célula), en 
contraste a un límite de detección de 6300 copias de 
ADN de VPH 16 para los iniciadores consenso. 
Hay que considerar que las condiciones en las que 
se determina la sensibilidad teórica de la PCR no 
son comparables al ambiente encontrado en los 
tejidos provenientes de pacientes, en los cuales el 
VPH no está presente en todas las células epiteliales. 
 
     La prevalencia de VPH para adenocarcinoma 
encontrada fue de 100%, aún cuando las muestras 
con este diagnóstico histológico fueron apenas tres. 
Si bien el papel de la infección por VPH en el 
desarrollo de carcinoma cervical está bien definido, 
la prevalencia de ADN de VPH en adenocarcinoma 
cervical varía de estudio en estudio. Así, en un 
trabajo muy reciente, An y colaboradoes (33), 
consiguieron una prevalencia de 90% en muestras 
en parafina de población Coreana. Los tipos 16 y/o 
18 fueron responsables del 78% de los casos VPH 
positivos de adenocarcinoma. 
 
     Los hallazgos originados por este tipo de trabajo 
tienen implicaciones importantes para la prevención 
futura del cáncer cervical. Por ejemplo, estos datos 
locales implicarían que una vacuna efectiva contra 
los tres tipos analizados (VPH 16, 18 y 31) podría 
prevenir alrededor del 81% de los casos de cáncer 
cervical en nuestra región. Conclusiones similares 
han sido emitidas en publicaciones recientes (34). 
Una de las dificultades en el desarrollo de las 
vacunas es determinar cuáles tipos de VPH incluir 
en las mismas (35, 36), ya que se han observado 
variaciones geográficas en la prevalencia de tipos de 
alto riesgo oncogénico (6, 12, 27).  
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     El riesgo de  sufrir de carcinoma de cuello uterino 
asociado a VPH, y específicamente a VPH 16 ha sido 
evidenciado en varios trabajos (12, 27). Sin embargo, 
hay que mencionar que es pertinente evaluar la 
prevalencia de otros tipos de VPH de alto riesgo, 
como 53 y 58, que han sido encontrados con 
frecuencia en poblaciones latinoamericanas (37).  
 
     Los resultados originados en este trabajo destacan 
la importancia de la utilización de métodos  sensibles  
y  específicos  para  la  detección  de  VPH  de alto 
riesgo, en particular los subtipos 16 y 18, conocidos 
por su capacidad oncogénica. Los datos 
epidemiológicos han mostrado que el factor de riesgo 
más importante de progresión a la neoplasia y cáncer 
del cuello uterino es la infección persistente por el 
VPH con un genotipo de alto riesgo (38). La alta 
prevalencia de tipos de VPH de alto riesgo 
oncogénico identificada por PCR en las muestras de 
carcinoma de cuello uterino, sugiere que esta técnica 
puede ser útil en nuestro medio para la identificación 
de pacientes con tipos específicos de VPH y riesgo de 
desarrollar cáncer cervical.  
 
     La PCR, así como la captura de híbridos, no se 
considera como un ensayo para despistaje de la 
población general, sino para ayudar al diagnóstico y 
distinguir entre infecciones por VPH de bajo y alto 
riesgo, y suplementar la citología en mujeres con 
resultados de lesión intraepitelial de bajo grado 
(LIEbg) y LIEag para asistirlas en la evaluación del 
riesgo de desarrollar cáncer cervical. Estos ensayos o 
pruebas no deberían ser utilizados 
independientemente de la citología. Sólo un resultado 
de VPH positivo no confirma la presencia de lesiones 
pre – malignas o malignas y potencialmente origina 
más resultados falsos positivos (39). Sin embargo, 
queda claro que es imperante la determinación de 
subtipos virales con la finalidad de establecer mejores 
criterios de control y seguimiento en pacientes 
infectadas, sumado a los hallazgos clínicos, 
citológicos y colposcópicos. 
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